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緒　　　言
　選択的な上皮成長因子受容体（epidermal growth 
factor receptor：EGFR）チロシンリン酸化酵素阻害薬
（EGFR-TKI）であるゲフィチニブ（gefitinib）やエ
ルロチニブ（erlotinib）は活性化EGFR遺伝子変異
（exon19欠失変異，exon21 L858R点突然変異など）
を持つ肺非小細胞癌に著効する1ﾝ3)．しかし，その殆ど
の症例で再増悪をきたす現象（獲得耐性）が知られて
おり臨床上問題となっている4)．獲得耐性の主な原因
として，EGFR遺伝子変異（exon20 T790M点突然変
異）の獲得5ﾝ8)・MET遺伝子増幅9ﾝ11)などがあるが，
T790M遺伝子変異による獲得耐性が最も多く，原因の
約50%を占めている．T790M遺伝子変異が出現した
EGFRは EGFR-TKI による阻害効果が減弱すること
が知られており，このT790M遺伝子変異による薬剤耐
性を克服することが現在の活性化EGFR遺伝子変異
陽性肺非小細胞癌診療における大きな課題である．
　近年，EGFRと並び注目されている分子標的として
血管内皮成長因子受容体（vascular endothelial growth 
factor receptor：VEGFR）があり，VEGFRは腫瘍内
血管新生に重要な役割を果たしている．進行肺非小細
胞癌を対象とした無作為化比較第Ⅲ相試験において，
VEGFR-２（以下VEGFR）のリガンドである VEGF-A
（以下VEGF）の阻害薬ベバシズマブ（bevacizumab）
とEGFR-TKI であるエルロチニブと併用すると，エル
ロチニブ単剤に比べ有意に無増悪期間を延長すること
が示された12)．このことから，EGFRと VEGFRの同
時阻害が治療戦略上有効であると考えられる．
　今回我々は，EGFR-TKI の一種で，同時にVEGFR
阻害作用も併せ持つ小分子化合物バンデタニブ
（vandetanib）を用い，バンデタニブがゲフィチニブ，
エルロチニブと同様にT790M遺伝子変異を生じるか
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どうか，またT790M遺伝子変異はバンデタニブに対
しても薬剤耐性を示すかどうかについて検証を行った．
材料・方法
１. 検証した細胞株
　PC-9は肺腺癌より樹立された細胞株であり，EGFR 
の exon 19欠失変異 del E746-A750を有しEGFR-TKI
に対し高い感受性を示す．RPC-9は PC-9にEGFR-
TKI の一種であるゲフィチニブを長期暴露すること
で樹立された細胞株で，T790M遺伝子変異を有し
EGFR-TKI に対して強い耐性を示す．H1975は，EGFR 
exon 21 L858R点突然変異とT790M遺伝子変異の両方
を有し，EGFR-TKI に対して強い薬剤耐性を示す．
２. 細胞株の薬剤感受性
　各薬剤における細胞増殖抑制効果をMTTアッセイ
法により検証した．
３. 免疫ブロット法
　細胞株，あるいは腫瘍組織を粉砕後，RIPAバッフ
ァーにて溶出し，遠心分離にて蛋白を抽出した．SDS-
PAGEゲルにて泳動分離を行い，ニトロセルロース膜
へ転写後に特異抗体で免疫した．total および
phospholyrated EGFR，HER2，HER3，VEGFR，
MET，IGF-1R，Akt，MAPKなどの特異抗体を使用
した．
４. 定量 PCR
　MET遺伝子増幅の有無について定量 PCRを施行
した．GAPDHの発現との相対比較解析を行った．
５. マウスの飼育
　岡山大学動物資源部門のガイドラインを遵守し，マ
ウス管理を行った．
６. マウス皮下腫瘍モデルの作製
　生体内モデルとして皮下腫瘍モデルを使用した．８
週齢のBALB/c ヌードマウスに各細胞株2.0×106を
皮下注射し，１週間後，皮下腫瘍が形成されたことを
確認した後に各薬剤の投与を行った．週に２回腫瘍体
積を計測することで薬剤の効果判定を行った．腫瘍体
積の計測は「腫瘍体積＝長径×短径2／２」の近似式を
用いた．また，治療終了後，皮下腫瘍を摘出し免疫ブ
ロット法および免疫蛍光検査にて検討した．
結　　　果
１. in vitro におけるバンデタニブ耐性細胞株PC-9/
VanRの樹立
　PC-9にバンデタニブを３ヵ月間暴露することで細
胞株 PC-9/VanR を樹立した．MTT assay によるバン
デタニブの感受性は PC-9および PC-9/VanR の IC50
でそれぞれ0.091ｻmol/Ｌ，4.6ｻmol/Ｌであった（表
１）．また，ゲフィチニブではそれぞれ0.059ｻmol/Ｌ，
8.2ｻmol/Ｌであった．PC-9/VanR はバンデタニブ及
びゲフィチニブに対して in vitro における耐性を獲得
していた（表１）．
２. バンデタニブはPC-9/VanRにおける EGFRお
よびその下流シグナルを抑制できなかった
　EGFRは ErbB family の一種であり，免疫ブロット
法で各種ErbB family の発現およびリン酸化を検討し
たが PC-9と PC-9/VanR において違いは認めなかっ
た（図１Ａ）．また，バンデタニブを負荷しEGFRお
よびその下流のシグナル（Akt，MAPK）の変化を検
討したが，PC-9/VanR では EGFRおよび下流シグナ
ルは抑制されなかった（図１Ｂ）．
３. PC-9/VanRにおいてEGFR T790M遺伝子変異
およびMET遺伝子増幅が認められた
　ダイレクトシークエンス法を用いてEGFRの遺伝
子配列を調べたところ PC-9/VanR において exon 20 
ACG が ATGへと変異するT790M遺伝子変異が確認
された（図２Ａ）．次にゲノムDNAを用いてMET遺
表１　各薬剤に対する PC-9，PC-9/VanR の50％抑制濃度
IC50 (ｻmol/L)
vandetanib
＊
gefitinib
＊
CL387，785
＊
SU11274
PC-9 0.091 ± 0.027 0.059 ± 0.045 1.6 ± 0.79 ＞10
PC-9/VanR 4.6 ± 0.28 8.2 ± 2.0 0.72 ± 0.51 ＞10
RR 50 138 0.45
IC50，50%抑制濃度，RR，相対耐性度
＊，P＜ 0.05 (t-test)
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伝子の定量 PCRを施行したところ，PC-9/VanR で
MET遺伝子増幅を認めていた（図２Ｂ）．また，免疫
ブロット法で PC-9/VanR のMET受容体の発現およ
びリン酸化が増加していた（図２Ｃ）．以上より，EGFR 
T790M遺伝子変異，MET遺伝子増幅のどちらも，
PC-9/VanR のバンデタニブ耐性メカニズムになり得
ると考えられた．
４. MET遺伝子増幅はバンデタニブ耐性のメカニズ
ムではなかった
　次に PC-9/VanR の CL387，785（T790M遺伝子変
異を有するEGFRを抑制可能な選択的EGFR-TKI）お
よび SU11274（MET受容体阻害薬）に対する薬剤感
受性を調べた．PC-9/VanR は CL387，785に感受性を
示したが SU11274には感受性を示さなかった（図３
Ａ，表１）．また，PC-9/VanR では EGFR活性が抑制
されるとMET受容体の活性も抑制されていた（図３
Ｂ）．これらの結果から，PC-9/VanR はその生存・増
殖をEGFRシグナルに依存していると考えられ，
MET遺伝子増幅はバンデタニブ耐性メカニズムとは
考えられなかった．その他のEGFR-TKI 耐性のメカニ
ズムとして IGF-1R活性化や PTEN欠損などの報告
もあるが，今回の検討ではいずれも認められなかった
（図２Ｃ）．また，バンデタニブ負荷による PC-9と
PC-9/VanR の VEGFR抑制効果に違いは認めなかっ
た（図３Ｃ）．
　以上より，PC-9/VanR の in vitro におけるバンデタ
ニブ耐性のメカニズムはEGFR T790M遺伝子変異で
あると考えられた．
５. in vivo（異種移植モデル）におけるT790M遺伝
子変異陽性腫瘍に対するバンデタニブの効果
　続いて異種移植（マウス皮下ヒト腫瘍移植）モデル
を用いて in vivo におけるバンデタニブの効果を検証
した．バンデタニブもしくはゲフィチニブを25㎎/㎏，
週５回，経口投与とした．PC-9皮下腫瘍では，バンデ
タニブ，ゲフィチニブの両薬剤とも著明に腫瘍を縮小
した（図４Ａ　左上）．さらにバンデタニブは PC-9/
　 T790M変異に対するバンデタニブの効果：市原英基，他６名 　
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VanR 皮下腫瘍においても腫瘍増大を有意に抑制して
おり in vitro での結果と対照的であった（図４Ａ　左
下）．バンデタニブは，さらに２種類のEGFR T790M
遺伝子を有する皮下腫瘍（RPC-9，H1975）の腫瘍増
大も有意に抑制していた（図４Ａ　右上・右下）．
　次に，薬剤投与を４週間行った後の PC-9/VanR 皮
下腫瘍組織を用いて免疫ブロット法および蛍光免疫染
色法を行った．免疫ブロット法ではバンデタニブ投与
群において pVEGFRが抑制されていた（図５Ｂ　上
段）．また，in vitro ではバンデタニブ，ゲフィチニブ
ともに PC-9/VanR の pEGFRを抑制できなかったの
に対し（図４Ｂ　中段），皮下腫瘍においてバンデタニ
ブは pEGFRを抑制していた（図４Ｂ　上段）．免疫蛍
光染色法ではバンデタニブ治療群のみでCD31陽性細
胞が著明に少なく，腫瘍内血管新生が阻害されていた
（図４Ｃ）．以上より，バンデタニブがT790M遺伝子
変異を有す腫瘍に有効であったのはVEGFR抑制によ
る血管新生阻害作用によると推定された．これを検証
するためにゲフィチニブに抗VEGF抗体であるベバ
シズマブを併用して PC-9/VanR 皮下腫瘍モデルに投
与を行った．ゲフィチニブとベバシズマブ併用療法で
は，それぞれの単剤療法と比較し有意に腫瘍の増大を
抑制することが示された（図４Ｄ）．
考　　　察
　EGFR，VEGFRを同時に阻害する多分子標的阻害薬
であるバンデタニブは，選択的EGFR-TKI であるゲフ
ィチニブやエルロチニブと同様に，EGFR T790M遺
伝子変異を誘導することが示された．しかしながら，
皮下腫瘍モデルにおいてはEGFR T790M遺伝子変異
を有する腫瘍の抑制効果が認められた．
　近年，固形腫瘍の治療において抗血管新生阻害によ
る治療効果が注目されており，抗VEGF抗体であるベ
バシズマブは，多くの固形腫瘍に対して既存の抗癌剤
との併用で上乗せ効果が示されている13ﾝ16)．そのメカ
ニズムとして，VEGFRシグナル阻害により腫瘍内血
管を正常化し腫瘍内圧が低下することで抗癌剤の腫瘍
内到達度が高まると考えられている17)．今回の研究に
おいても，バンデタニブのVEGFR阻害作用により腫
瘍内への薬剤移行性が高まり，より強力にEGFR抑制
することで，EGFR T790M遺伝子変異を有する肺癌
皮下腫瘍モデルに対する抗腫瘍効果を示したと考えら
れた．
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